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ponovljivih regij (te lahko presegajo tudi več kot 80 % genoma). To omogočajo 
izjemne dolžine odčitkov, ki lahko presegajo tudi milijon baznih parov. V dolžini 
odčitkov prednjači tehnologija podjetja Oxford Nanopore, ki temelji na prehodu DNA 
zaporedja skozi biološko nanoporo. Danes ponujajo naprave, ki lahko v 48 urah 
proizvedejo 6 Tb podatkov in so po pretoku informacij konkurenčne NGS tehnikam 
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referenčnega genoma človeka) brez sekvenciranja dolgih odčitkov. Efektivno 
kartiranje genomov omogoča tudi optično kartiranje, s katerim se da uspešno kartirati 
visoko ponovljive poliploidne genome, kot je genom pšenice, dolžine 17 Gb. 
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in de-novo sequencing of complex genomes. Advancements in technology have 
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achieve low error rates similar to those achieved by short-read sequencing (99,8% 
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because of the enormous lengths of long reads, which can achieve over one million 
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biological nanopore. The sequencers they offer today are capable of high throughputs 
(6 Tb of data in 48 hours) that puts them in line with NGS short-read technologies. 
Alternative to long reads are synthetic long-read technologies. 10X Genomics 
synthetic long reads offer accurate genome mapping (90% coverage of reference 
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genome of wheat (17Gb) has already been successfully mapped with the mentioned 
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1 UVOD 
Razvoj tehnik sekvenciranja naslednjih generacij (NGS, angl. next generation sequencing) je 
imel revolucionaren vpliv na rezultate in nadaljnje smernice razvoja genomike. Sekvenciranje 
je postalo široko dostopno po izjemno nizkih cenah, številne vzporedne reakcije pri teh 
tehnikah pa omogočajo velik pretok informacij predvsem v obliki kratkih odčitkov. Zaradi 
kompleksnosti nekaterih genomov pride do problemov pri zlaganju kratkih odčitkov. 
Največkrat probleme povzročajo dolge ponovljive regije, paralogne regije, heterozigotnost ter 
poliploidnost. Sekvenciranje tretje generacije omogoča odčitke, dolge več deset tisoč baznih 
parov, poročajo pa tudi že o uspešnem sekvenciranju preko milijona baznih parov. Takšne 
dolžine odčitkov olajšajo združevanje teh problematičnih regij in omogočajo natančnejše de-
novo sestavljanje, odkrivanje strukturnih sprememb, lažje razumevanje transkriptoma in 
mnogo več. Tehnologije tretje generacije postajajo prav tako cenovno dostopne, odčitki pa 
postajajo vedno daljši ter natančnejši.  
 
1.1   NAMEN IN POVOD DELA 
 
V delu bom predstavil trenutne tehnologije dolgih odčitkov, tehnologije, ki prihajajo, in 
rezultate na primeru sestavljanja kompleksnih in velikih genomov. Izpostavil bom prednosti 
in slabosti tehnologij dolgih odčitkov ter na enem mestu zbral glavne pomanjkljivosti 
tehnologij kratkih odčitkov in različne načine, kako lahko te pomanjkljivosti dopolnjujejo 
tehnologije tretje generacije. Obrazložil bom tudi principe delovanja najobetavnejših 
tehnologij dolgih odčitkov. 
 
 
2 RAZVOJ DOLOČANJA ZAPOREDIJ DNA 
    
Zaporedje nukleotidov v sestavi nukleinskih kislin vsebuje informacije o biokemijskih in 
dednih lastnostih vsega živega na Zemlji. Ko sta Watson in Crick leta 1953 javnosti 
predstavila tridimenzionalni model strukture DNA, se je zdelo, da smo na pragu razumevanja 
delovanja celotnega genoma. Realnost pa je pokazala, da je do določanja zaporedja genoma 
manjkalo še dobrih dvajset let. Ob koncu sedemdesetih let so Maxam in Gilbert (1977) ter 
Sanger in sodelavci (1977) predstavili prve robustne metode DNA sekvenciranja, namenjene 
širši uporabi. Te metode so že ob odkritju popolnoma spremenile naše pristope h genetiki, 
filogeniji, sociologiji, agronomiji, forenziki, živinoreji in mnogim drugim področjem. S 
časom so se metode izboljševale in mnogo izboljšav je vodilo k avtomatiziranju prvih naprav 
za določanje zaporedij.  
 
Maxam in Gilbert (1977) sta svetu predstavila metodo sekvenciranja s kemijsko modifikacijo 
nukleotidov in cepljenjem fosfodiesterskih vezi glavne verige nukleinske kisline. Isto leto je 
Frederick Sanger s sodelavci razvil metodo, katera temelji na uporabi kemijsko modificiranih 
nukleotidov, ki ob vgraditvi v verigo prekinejo njeno nadaljnje izdolževanje in tako ustvarijo 
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različno dolge fragmente. Te fragmente ločimo s kapilarno elektroforezo (Sanger in sod., 
1977). Prvotne metode določanja zaporedij DNA so omogočile sekvenciranje celotne 
človeške DNA pod okvirom Human Genome Project-a, ki je bil največji kooperativni biološki 
projekt do sedaj. Projekt so izvajali 13 let, stal pa je 3 milijarde ameriških dolarjev (Venter in 
sod., 2001). Zaradi visoke cene in  veliko vloženega človeškega dela pri prvih generacijah 
sekvenciranja, naslednjih velikih podvigov, kot je npr. odkrivanje in razumevanje variacij v 
človeškem genomu, s Sangerjevo tehnologijo, nismo več videli. 
 
2.1    PRODOREN RAZVOJ TEHNOLOGIJ NOVIH GENERACIJ 
Visoke cene sekvenciranja so povzročile, da je leta 2004 National Human Genome Research 
Institute začel program, ki naj bi v naslednjih desetih letih znižal ceno sekvenciranja 
celotnega genoma na 1000 ameriških dolarjev. To je pospešilo postopke razvoja hitrejših in 
cenejših metod, ki so poznane pod imenom tehnologije novih generacij (NGS) (Schloss, 
2008). Te tehnologije več ne potrebujejo bakterijskega kloniranja DNA fragmentov, izvajajo 
pa lahko več tisoč reakcij naenkrat. Hitrost in enostavnost sta drastično znižali ceno 
sekvenciranja. Ta upad v ceni je omogočil dosego zastavljenega cilja in s tem približal 
določanje genetskega zaporedja mnogim majhnim laboratorijem po svetu. NGS tehnologije so 
zelo zmogljive – izjemno hitre, z visoko propustnostjo in poceni, kar je omogočilo določitev 
genetskih zaporedij številnih genomov ter ugotavljanje funkcij genov. 
 
Jiao in Schneeberger (2017) sta poročala, da je bilo do septembra 2016 objavljenih 183 
rastlinskih genomov, hkrati pa sta ugotovila, da je večina teh, vključujoč nekaj glavnih 
rastlinskih vrst, bila sekvencirana le na podlagi kratkih odčitkov. Sestavljeni so bili iz sosesk 
(angl. contig) in ogrodij (angl. scaffold), geni pa večinoma niso bili kartirani ali anotirani na 
njihove kromosomske lokacije. Menita, da premalo pozornosti namenjamo tistemu, kar 
izgubimo s kratkimi odčitki. Pri uporabi podatkov, pridobljenih z NGS, smo omejeni, saj 
veliko število kratkih odčitkov ne vsebuje stvarnih uporabnih informacij, pri sestavljanju 
odčitkov pa nam težave povzročajo kompleksne in ponovljive regije v genomu, paralogne 
regije, poliploidija, heterozigotnost in že ogromne velikosti nekaterih rastlinskih genomov, 
kot sta npr. genom pšenice velikosti 16 Gb (Appels in sod., 2018) in genom bora vrste Pinus 
taeda velikosti 22 Gb (Alkan in sod., 2011; Neale in sod., 2014). 
 
 
3 PROBLEMI KRATKIH ODČITKOV 
Največji problemi pri sestavljanju kratkih NGS odčitkov se pojavijo pri genomih, ki imajo 
veliko regij s ponovljivimi ter podvojenimi elementi. Ena najpogostejših NGS tehnik je 
sekvenciranje s sintezo podjetja Illumina, pri kateri se največkrat ustvarjajo odčitki, dolgi le 
75–150 baznih parov (bp), zato je pričakovano, da pri ponovljivih regijah, ki so daljše od 
odčitkov, pride do težav pri sestavljanju. Algoritmi, ki sestavljajo kratke odčitke (EULER-
USR, ABySS, SOAPdenovo), temeljijo na Euler metodi in de Bruijn grafih ter imajo težave 
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pri sestavljanju ponovljivih sekvenc. Pair-end sekvenciranje sicer pomaga z uporabo odčitkov 
z obeh strani inserta, kar pa omogoča, da s pomočjo kratkih odčitkov na dveh straneh enega 
daljšega zaporedja pustimo na sredini neprebrano zaporedje, njegova znana dolžina pa služi 
pri umestitvi odčitkov za premostitev ponovljivih regij. Inserti, ki se uporabljajo, so 
mnogokrat prekratki in tudi pri najdaljšem možnem insertu (17 tisoč bp, ki je bil pridobljen z 
Roche 454 sekvenciranjem) velikokrat ne moremo premostiti izredno dolgih ponovljivih 
regij, ki so značilne za veliko število rastlinskih genomov (Alkan in sod., 2011). 
 
Skozi evolucijo smo ljudje z udomačitvijo rastlinskih vrst povzročili velike spremembe v 
rastlinskih genomih Ti so postali bolj kompleksni in se večkrat povečali v velikosti. 
Kompleksen genom pšenice (Triticum aestivum) vsebuje 16 Gb, razdeljenih v 21 
kromosomov. To samo po sebi morda še ne bi predstavljalo tako velikih težav, ampak število 
genov ne korelira s povečanjem velikosti genoma, torej ostane podobno število genov in 
mnogo večje število vmesnih (večinoma ponavljajočih) regij. Vsebina ponovljivih sekvenc pri 
rastlinskih genomih presega tudi več kot 80 %. Zvišala se je tudi ploidnost udomačenih vrst, 
kar pomeni nekajkratno povečavo količine genetske informacije za celoten genom 
(avtopoliploidija) ali pa posamezen kromosom preko interspecifične ali intergenerične 
hibridizacije, ki vodi v podvojitve zelo podobnih kromosomov (alopoliploidija) (Claros in 
sod., 2012). Sekvenciranje poliploidnih rastlinskih genomov poteka z uporabo mono ali 
diploidnih referenčnih genomov. Schnable in sod. (2009) so problem poliploidnosti zaobšli z 
uporabo pretočne citometrije. Ločili so 10 kromosomov koruze in jih razvrstili v posamezne 
skupine ter naredili knjižnico in fizično karto umetnih bakterijskih kromosomov (BAC, angl. 
bacterial artificial chromosomes), nato pa sekvencirali vsakega izmed kromosomov po 
strategiji BAC-do-BAC. Dobili so obetavne rezultate, delo po taki metodi pa je bilo delovno, 
časovno in finančno zelo zahtevno. 
 
Ponovljive sekvence so razlog za nepopolno sestavljen genom tudi pri človeku. Odčitki so 
velikokrat dostopni, zato so te regije večinoma sekvencirane, ampak nesestavljene. (Rudd in 
Willard, 2004). Te regije se nahajajo v okolici telomer in centromer, na kratkih rokah 
akrocentičnih kromosomov ter na velikih heterokromatinskih regijah in vsebujejo ponovljive 
sekvence. Nekatere ponovljive sekvence vsebujejo tudi gen kodirajoče zapise, zapis za gen 
TPTE je bil najden na akrocentrični roki 21. kromosoma (Li in Freudenberg, 2014). Dodatno, 
strukturne spremembe so velikokrat pokazatelj dedne bolezni pri človeku. Medtem ko kratke 
strukturne variacije lahko zaznamo tudi z NGS tehnikami, pa daljše s kratkimi odčitki 
prepoznamo in lociramo veliko težje in s tem izgubimo pomembne informacije 
(Weischenfeldt in sod., 2013). V zadnjih raziskavah je velikokrat zanemarjena tudi 
pomembnost diploidnosti človeškega genoma, najverjetneje zaradi nezmožnosti NGS metod, 
da natančno prepoznajo haplotipe. Dve kopiji homolognih kromosomov se lahko razlikujeta v 
posameznem baznem paru, kratkih delecijah in insercijah ali pa v daljših strukturnih 
variacijah, kar predstavlja težave pri sestavljanju kratkih odčitkov. Prepoznavanje haplotipov 
in povezovanje alelov s starševskim homologom sta pomembna na mnogih področjih 
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človeške genetike, od spremljanja dednih vezi do prepoznavanja vpliva genetskega vtisnjenja 
na podlagi metilacije (Porubsky in sod., 2017). 
 
Veliko težavo predstavljajo tudi transpozicijski elementi, ki lahko spreminjajo svojo pozicijo 
v genomu. Janicki in sod. (2011) so ugotovili, da se transpozoni v rastlinskih genomih 
pojavljajo v več kopijah kot v živalskih ter so najpogostejša ponovljiva struktura v rastlinskih 
genomih in predstavljajo enega glavnih faktorjev za preoblikovanje genoma. Claros in sod. 
(2012) so izrazili mnenje, da ponovljive sekvence težav ne bi predstavljale le takrat, kadar bi 
odčitki bili daljši od ponovljivih regij. 
 
 
4 DOLGI ODČITKI 
Tehnologije daljših odčitkov so na trgu že nekaj časa, ampak zaradi visokih cen, nižjih hitrosti 
in velikega števila generiranih napak niso pogosto uporabljene. Prva izmed njih je bila razvita 
pri Helicos Biosciences in je temeljila na sekvenciranju ene molekule v realnem času (angl. 
single molecule real time), ki pa se v prakso nikoli ni prenesla. Prva uspešnejša med njimi, 
katero van Dijk in sod. (2014) tudi prepoznavajo kot prvo pravo tehnologijo tretje generacije, 
je sekvenciranje ene molekule v realnem času (angl. single molecule real time – SMRT), ki so 
jo leta 2011 razvili pri podjetju Pacific Biosciences. Po nekaj letih je na trg prispela nova 
revolucionarna tehnologija, ki so jo razvili pri Oxford Nanopore Technologies in temelji na 
prehajanju DNA molekule skozi biološko nanoporo. Poleg tehnik sekvenciranja ene 
molekule, pa so se razvile tudi sintetične tehnologije daljših odčitkov, ki sicer temeljijo na 
kratkih odčitkih, ampak delujejo na podlagi klonskega pomnoževanja in označevanja s tako 
imenovanimi črtnimi kodami (angl. barcodes). Med njimi najbolj izstopajo tehnologija za 
sestavljanje dolgih odčitkov, ki temelji na Illumina platformi sekvenciranja in platformi 
barkodiranja GemCodeTM in ChromiumTM, ki so jih razvili pri podjetju 10X Genomics. 
 
Prve platforme, ki so omogočale daljše odčitke, so se ponašale le z nekaj tisoč baz dolgimi 
odčitki, povrh pa so imele zelo visoko ceno na bazni par in visok odstotek napak. S stalnim 
napredkom se je odstotek generiranih napak znižal, vendar je ostal še zmeraj dosti višji od 
tistega, ki ga imajo NGS tehnike s kratkimi odčitki. Kljub temu imajo tehnologije dolgih 
odčitkov prednosti in nadomestijo kratke odčitke pri de-novo sestavljanju genoma, 
sekvenciranju haplotipov in odkrivanju strukturnih variant. Pogosto so uporabljene za 
zapiranje vrzeli v genomu, ki so ostale po sekvenciranju s kratkimi odčitki. Pred temi 
platformami bi za enako delo morali izdelati knjižnice dolgih insertov s pomočjo kvasnih ali 
bakterijskih umetnih kromosomov (YAC, BAC, angl. yeast artificial chromosomes, bacterial 
artificial chromosomes) ali fozmidnih vektorjev, nato pa določati njihovo zaporedje, ki 
vsebuje tarčno DNA (English in sod., 2012). Novejše metode dolgih odčitkov so bile 
uporabljene za zapolnitev mnogih vrzeli v človeškem referenčnem genomu in pri sestavljanju 
prvega korejskega in kitajskega človeškega referenčnega genoma. Rezultati teh študij so 
vodili v odkritje populacijsko specifičnih sekvenc in so pokazali, da obstaja potreba po 
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sekvenciranju novih genomov iz ne-evropskih populacij (Seo in sod., 2016; Shi in sod., 
2016). 
 
Današnje tehnologije PacBio SMRT, dosegajo branja tudi do 100.000 baznih parov v dolžino, 
s povprečno dolžino 20.000 baznih parov pri nižjih, ampak še vseeno visokih frekvencah 
napak, od 11–14 %. Jain in sod. (2018) pa so sekvencirali in sestavili človeški genom z 
Nanopore tehnologijo, kjer je povprečna dolžina odčitkov bila večja od 100 kb (N50 > 100 
kb), dosegali pa so dolžine do 882kb. Pokrili so 85,8 % referenčnega genoma, za večjo 
natančnost pri sestavljanju pa so uporabili obstoječe kratke odčitke Illumina sekvenciranja in 
tako dosegli več kot 99,8 % prekrivanja z referenčnim genomom. Z ultra dolgimi odčitki de-
novo generiranih sekvenc so uspeli zapolniti 12 vrzeli v referenčnem genomu, ki so bile 
dolžin večjih od 50kb. Identificirali so 140 ultra dolgih odčitkov, ki so vsebovali TTAGGG 
tandemske ponovitve, značilne za telomere. Od 140 odčitkov so jih uspeli 17 umestiti v 
specifične subtelomerne regije in na nekaterih kromosomih predvideti dolžino telomernih 
regij. S konstantnim povečevanjem dolžine odčitkov se Nanopore tehnologija sekvenciranja 
tretje generacije izkazuje za vedno bolj pomembno pri ugotavljanju, zaenkrat ne-anotiranih 
regij genoma, v okolici telomer, centromer in na kratkih rokah akrocentričnih kromosomov. 
 
Relativno visoke frekvence napak se da popraviti tudi z računalniškimi algoritmi. Koren in 
sod. (2017) so razvili algoritem Canu, ki podpira PacBio in Nanopore tehnologije določanja 
zaporedij. Koren in sod. so že leta 2012 razvili algoritem za popravke pri PacBio 
sekvenciranju, imenovan PacBio corrected reads (PBcR). Canu algoritem je nadgradnja, ki 
uporablja hierarhične metode, katere vključujejo analiziranje več ponovitev prekrivajočih se 
zaporedij, nato pa z dodeljenimi utežmi popravi napake nastale med sekvenciranjem. Avtorji 
trdijo, da je ob objavi članka (2017) najbolj učinkovit algoritem za sestavljanje dolgih 
odčitkov (porabi 20000 CPU ur da sestavi človeški genom, veliko manj kot podobni 
algoritmi, kot so FALCON (60000 CPU ur) in 250000 CPU ur pri Celera Assembler-ju v8.2). 
Jain in sod. (2018) so poročali, da so PacBio generirana zaporedja, popravljena s Canu 
algoritmom, po navadi več kot 99 % identična referenčnemu genomu. Kolomogorov in sod. 
(2019) so izpostavili probleme obstoječih algoritmov. Trdijo, da algoritmi, ki temeljijo na de 
Bruijn grafih ne delujejo dovolj dobro pri dolgih odčitkih s ponavljajočimi regijami, kjer 
dolžina odčitka ne presega dolžine ponavljajoče regije, saj predpostavka, da se večina »k-
mer«-ov iz genoma ohrani pri večkratnem branju genoma, ne drži. Njihova rešitev je Flye 
algoritem, ki namesto generiranja sosesk ustvarja  disjointig-e, nato pa s pomočjo analize 
topologije grafa ponovitev razvozla pravilno zaporedje ponovljivih odčitkov. Algoritem so 
primerjali z obstoječimi, kot so Canu, Falcon, Hinge in ABruijn, ter ugotovili, da obstaja 
bistvena razlika v številu narejenih napak pri sestavljanju genoma človeka, nematode 
Caenorhabditis elegans in kvasovke Saccharomyces cerevisiae. 
 
Drugo pot uberejo Wenger in sod. (2019), ki so v začetku leta 2019 objavili rezultate 
preizkušanja protokola, s katerim so dosegli izjemno natančne dolge odčitke (99,8 %), ki so 
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bili povprečnih dolžin 13.5kb. Izpostavijo, da se trenutni algoritmi ponašajo z zelo visokimi 
odstotki popravljenih napak, toda poudarjajo, da so takšni procesi računsko zelo zahtevni. S 
PacBio SMRT izvedejo krožno sekvenciranje (angl. circular consensus sequencing – CCS). 
To je možno, ker se pri PacBio sekvenciranju uporablja tako imenovana SMRTBell matrika z 
dvema lasnicama na robih dvoverižne DNA ter polimeraza, ki je sposobna razčleniti 
dvoverižno regijo. Encim zato začne sekvencirati na lokaciji začetnega oligonukleotida in 
deluje dokler ne pade z zaporedja ali pa postane neaktiven. To omogoči, da encim naredi 
nekaj krogov okrog istega zaporedja in s tem dobimo večkratni odčitek iste sekvence. Te 
sekvence nato program primerja med sabo ter s tem zmanjša povprečno pogostost napake iz 
11 % na manj kot 1 %. Za takšne rezultate mora biti ena sekvenca prebrana vsaj petkrat. S 
CCS odčitki ugotavljajo tudi večjo možnost pravilnega kartiranja (97,5 %) pri humanem 
referenčnem genomu GRCh37, v primerjavi z ostalimi NGS tehnikami (94,8 %). Ugotavljajo, 
da dodatne regije, ki so dosegljive s kartiranjem CCS odčitkov, vsebujejo veliko medicinsko 
zanimivih genov. Od 193 medicinsko pomembnih genov z vsaj enim za NGS problematičnim 
eksonom so jih s CCS podatki uspeli kartirati 152. Pri zaznavanju polimorfizmov posameznih 
nukleotidov so s CCS odčitki dosegli rezultate, primerljive tistim, ki jih dosegajo s kratkimi 
odčitki (Wenger in sod., 2019; Travers in sod., 2010). 
 
Večina do sedaj sestavljenih človeških genomov prikazuje le haploidno zgradbo, kjer so 
informacije dveh kromosomov združene v eno samo sekvenco. Fazno sekvenciranje pa 
omogoča zaznavanje razlik, ali se strukturna sprememba nahaja na maternalnem kromosomu 
v primerjavi s paternalnim ali pa sta homologna kromosoma identična. Iz takih podatkov 
lahko razberemo tudi vzorce alelno specifične ekspresije za raziskavo genetskih bolezni. Eden 
izmed pogostih pristopov je uporaba podatkov iz populacije in statistično predvidevanje, da se 
variacije pojavijo skupaj v obliki haplotipov. Je pa to indirektna metoda, ki ne predstavlja 
vedno pravilnih rezultatov. Direkten pristop je izveden s sekvenciranjem obeh staršev in 
potomca in primerjanjem treh genomov (angl. trio sequencing) (Tewhey in sod., 2011). Danes 
je najbolj uporabljena metoda t. i. metoda Strand-seq, ki omogoča ločevanje in dodeljevanje 
dolgih odčitkov posameznim kromosomom. Porubsky in sod. (2017) so predstavili novo 
strategijo s programom WhatsHap, ki deluje na principu združevanja Strand-seq informacij s 
PacBio, 10X Genomics in Illumina odčitki. Ugotavljajo, da so pri PacBio in 10X Genomics 
uspeli pravilno ločiti 98,8 % in 97,2 % odčitkov glede na referenčne haplotipe, kar je izjemna 
nadgradnja glede na 57,6 % odčitkov, pridobljenih samo s Strand-seq pristopom. Pri uporabi 
programa WhatsHap in odčitkih Illumina pa so uspeli pravilno ločiti 77,8 % haplotipov glede 
na referenco. Chin in sod. (2016) so poročali o algoritmu FALCON-unzip za fazno ločevanje 
diploidnih rastlinskih genomov. Deluje na podobnem principu kot WhatsHap, z njim sestavijo 
nove referenčne sekvence za heterozigotne vzorce, ki so vključevali F1 hibrid Arabidopsis 
thaliana in sorto vinske trte Cabernet Sauvignon. 
 
Tehnologije dolgih odčitkov so poleg novih metod za preučevanje DNA predstavile tudi 
veliko novih načinov za preučevanje transkriptoma. Izjemne dolžine, ki jih nove metode 
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dosegajo danes, omogočajo sekvenciranje transkrpitov celotne dolžine. Iso-Seq opcija, ki jo 
omogoča PacBio SMRT sekvenciranje, se je izkazala za zelo uporabno predvsem pri 
poliploidnih vrstah, kjer znatno olajša sestavo referenčnega transkriptoma (Deslattes Mays in 
sod., 2019). Zhang in sod. (2019) so uporabili Iso-Seq za identifikacijo sekvenc 72.648 
transkriptov celotne dolžine pri škampu (Litopenaeus vannamei). Od tega so 5.279 
transkriptov povezali s funkcijami imunskega sistema. Yuan in sod. (2019) so istega leta s 
pomočjo dolgih odčitkov uspeli ustvariti referenčni transkriptom jagode (Fragaria x 
ananassa), ki je oktaploidni organizem. Referenčni transkriptom jim je omogočil analizo 
biokemijskih poti avksina, abscizinske kisline in antocianov na nivoju celotnega genoma. 
Identificirali so vzorce ekspresije, ki so jim pomagali razumeti mehanizme, odgovorne za 
zorenje komercialno pomembnega sadeža. Navedeni študiji sta dober pokazatelj uporabnosti 
tehnologij dolgih odčitkov pri analizi transkriptomov. 
 
4.1 PACIFIC BIOSCIENCES 
Najbolj široko uporabljena tehnologija dolgih odčitkov danes je PacBio SMRT. Prve Pacific 
Biosciences naprave za določanje zaporedij (PacBio RS) so dosegale relativno kratke dolžine, 
okoli 1,5 kb, pri visokih odstotkih napak (~13 %). SMRT tehnologija je v zadnjih letih zelo 
napredovala, odčitki so postali v povprečju dolgi okoli 20 kb, nekateri pa presegajo tudi 
100kb. Nova naprava, ki so jo razvili pri PacBio (the Sequel), je dvakrat cenejša in je stokrat 
pospešila postopke določanja zaporedij, kar se drastično odraža na padcih cene sekvenciranja 
na bazo. Odstotki napak so ostali skoraj enaki, vendar lahko sedaj okoli 2 kb dolge sekvence 
preberemo večkrat zaradi povečane življenjske dobe polimeraze in krožnih konstruktov DNA. 
Ti odčitki se združijo v krožno združeno zaporedje (circular consensus sequence), natančnost 
zaporedja narašča z več branji. Pri 25 branjih so dosegljive natančnosti tudi do 99,999 %. 
(Travers in sod., 2010; SMRT Sequencing, 2019). 
 
PacBio sekvenciranje poteka na SMRT celici, ki vsebuje več deset tisoč observacijskih 
vdolbinic, s 70 nm premera in 100 nm globine, poimenovanih zero mode waveguide (ZMW). 
Ker so ožje, kot je valovna dolžina vidne svetlobe, omogočajo, da svetloba ne prehaja čez 
komoro in se obsveti le njen spodnji del (20–30 nm). S tem se ustvari svetlobni mikroskop z 
detekcijskim volumnom dvajsetih zeptolitrov. Na dnu komore je pritrjena polimeraza, ki 
replicira tarčno DNA molekulo. Za replikacijo uporablja v raztopini prisotne fluorescenčno 
označene nukleotide, ki zaradi laserja na dnu komore ob vključevanju v zaporedje pridejo v 
vzbujeno stanje in ob tem oddajo svetlobni signal. Tega zazna senzor in tako omogoča 
spremljanje sekvenciranja v realnem času. Ker so vdolbinice tako majhnih velikosti, tudi 
eksitacijska svetloba ne prodre daleč in osvetli samo spodnji del komore, to zmanjša 
interferenco ostalih označenih dNTP-jev v raztopini. S senzorjem ne zaznamo samo barve, 
ampak tudi čase med vključevanjem nukleotidov. Na ta način dobimo podatke tudi o 
epigenetskih modifikacijah v zaporedju. Daljši med-pulzni čas predstavlja modifikacijo 
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zaporedja, ki povzroči, da polimeraza porabi več časa za pritrditev nukleotida (SMRT 
Sequencing, 2019). 
 
SMRT spremlja priprava knjižnic, pri katerih moramo ligirati lasnice na obeh koncih našega 
zaporedja. Tak krožni konstrukt se imenuje »SMRTbell«. Nato je potrebno imobilizirati 
polimerazo in začetni oligonukleotid, ki ustreza SMRTbell konstruktu, na adapter na dnu 
komore. Polimerazni kompleks se na adapter veže preko biotin – streptavidin interakcije, 
afiniteta streptavidina za biotin je najmočnejša poznana ne-kovalentna biološka interakcija in 
je izjemno specifična (Chivers in sod., 2011). 
 
 
Slika 1: PacBio SMRT sequencing (Pollard in sod., 2018) 
 
Slika 1 prikazuje SMRTbell konstrukt (levo zgoraj), ki je nastal z ligacijo adapterskih lasnic 
na tarčno DNA zaporedje. Desno je krožna molekula DNA, ki jo je polimeraza dopolnila z 
označenimi nukleotidi. Pri tem je senzor zaznaval svetlobo, ki so jo z laserjem obsvetljeni 
nukleotidi oddajali, in to beležil z grafom. Na grafu so dobro vidne tudi časovne razdalje med 
zaznavami različnih nukleotidov, kar nam poda informacije o epigenetskih modifikacijah. 
 
4.2 OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES 
Manrao in sod. (2012) so prvi objavili uspešne rezultate določanja zaporedja DNA z uporabo 
nanopore. Alternativni način sekvenciranja sproži veliko zanimanja in dve leti kasneje pri 
Oxford Nanopore Technologies (ONT) razvijejo prvo napravo za določanje zaporedja 
(minION), ki temelji na tehnologiji nanopor (Deamer in sod., 2016). Nove verzije pretočnih 
celic (angl. flow cells) in kitov za pripravo DNA molekul omogočajo hitrosti 450 bp/s in 
proizvedejo 20 Gb podatkov v 48 urah. Za večji pretok informacij, ki bi bil konkurenčen 
tistemu, ki ga ima Illumina, so pri ONT razvili napravo PromethION. Ta lahko vsebuje do 48 
pretočnih celic in v 48 urah proizvede 6 Tb podatkov (Brown in sod., 2016). 
 
Tehnologija temelji na prehajanju enoverižne DNA skozi nanoporo na membrani. Sintetična 
membrana je neprevodna in električni tok lahko prehaja le preko nanopore. Prehod različno 
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velikih molekul čez membrano povzroči spremembe v toku, ki jih zaznamo z elektrodami. Ob 
prehodu različnih nukleotidov preko membrane dobivamo torej različne signale, s katerimi 
identificiramo nukleotid, ki je prečkal nanoporo. Signali so amplificirani ter grafično 
prestavljeni in analizirani s programom minKNOW. Med pripravo knjižnic je potrebno na 
DNA molekule dodati adapterska zaporedja, na katera se lahko vežejo encimski kompleksi 
(slika 2B), polimeraze ali helikaze, ki zagotovijo, da se DNA premika skozi membrano. 
Takšna tehnologija omogoča ustvarjanje izjemno dolgih odčitkov, sekvenciranje poteka 
dokler celotna DNA molekula ne preide čez membrano, ozko grlo pa postaneta stabilnost 
nanopore in stabilnost dolge DNA molekule. Jain in sod. (2018) pri sestavljanju človeškega 
genoma uporabijo ultra dolge odčitke, daljše tudi od 800 kb (Oxford Nanopore Technologies, 
2019). 
 
Ker metoda temelji na analizi električnega valovanja, ima visok odstotek napak (~15 %). Ta 
se lahko zmanjša z več ponovitvami, pri ONT pa so razvili metodo (two-directional 
sequencing), kjer se na eni strani DNA doda lasnična zanka. Zanka omogoči prehod drugega 
dela enoverižne DNA takoj za prvim in ustvari ponovitev. Ta sistem je bil pred kratkim 
zamenjan z 1D2 metodo, ki uporablja normalno sekvenco in povzroči, da ob prehodu prvega 
enoverižnega  dela DNA čez membrano začne enak postopek druga enoverižna molekula. 
Odstotek napak so ONT uspeli zmanjšati tudi z uporabo novih nanopor s krajšimi 
detekcijskimi regijami (Jain in sod., 2017). 
 
Oxford Nanopore Technologies so poleg dolžin odčitkov revolucionirali tudi način uporabe 
naprav za določanje zaporedij. Prva komercialno dostopna naprava, ki so jo razvili pri ONT, 
je bila MinION. MinION je majhna prenosna naprava, pripravljena za uporabo izven 
laboratorija. Preko USB priključka se poveže s prenosnim računalnikom in omogoči analizo 
podatkov na terenu. Trenutno je v razvoju še manjša naprava, SmidgION, za upravljanje te pa 
naj bi bil dovolj že pametni telefon (Oxford Nanopore Technologies, 2019). 
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Slika 2: Schematic Representation of Nanopore Technology (van Dijk in sod., 2014) 
 
Na sliki 2 A del prikazuje kompleks nanopore (modro), nukleinsko kislino (črno) in protein, 
ki nukleinsko kislino poganja preko membrane (zeleno). Membrana (sivo) ločuje dva 
prostora, zapolnjena z ionskima raztopinama. Elektrode na obeh straneh membrane 
omogočajo merjenje sprememb v toku, kar se grafično predstavi v tako imenovanem 
»squiggle« grafu. B del prikazuje knjižnico sekvenciranja za nanopore, kjer so na DNA 
zaporedje dodana adapterska zaporedja z mesti, na katera se veže protein (rdeče). Na eno 
izmed verig je dodan oligonukleotid s pripetim delom molekule holesterola, ki omogoča 
vezavo DNA na membrano in s tem približa molekule nanoporam ter zviša učinkovitost 
sekvenciranja. C del prikazuje različne nanopore in dolžino njihovih območij zaznavanja 
(SR). Trenutno se uporablja pora CsgG, ker ima najkrajšo zaznavno regijo, tako naenkrat 
manj nukleotidov prispeva k enemu signalu, ta pa je s tem natančnejši. 
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5 SINTETIČNE METODE DOLGIH ODČITKOV 
Alternativo prej opisanim eno-molekulskim tehnikam sekvenciranja predstavljajo sintetične 
metode dolgih odčitkov (angl. synthetic long reads – SLR). Te tehnično ne uporabljajo dolgih 
odčitkov in se zato ponašajo z nižjimi cenami in bolj natančnimi prvimi branji. Pri SLR 
tehnologiji se DNA zaporedja razrežejo na od 10 kb (Illumina TruSeq) pa do več kot 100 kb 
(10X Genomics) dolge fragmente in razdelijo v mikrotitrske ploščice ali z oljem obdane 
kapljice (10X Genomics). Izvedejo se PCR reakcije, nato pa se fragmenti označijo s tako 
imenovanimi črtnimi kodami. Fragmenti so potem sekvencirani enako kot vsak drug fragment 
iz knjižnice, pripravljene za Illumina sekvenciranje. Črtne kode omogočijo razumevanje 
relativnih razdalj med fragmenti in so lahko sestavljene v SLR-je, ki pomagajo pri 
sestavljanju dolgih sosesk (Yeo in sod., 2018; Zheng in sod., 2016). 
 
Trenutno najbolj obetajoče rešitve predstavljajo SLR platforma, ki jo je razvila Illumina, in pa 
10X Genomics platformi Chromium in GemCode. Podjetje Illumina je konec leta 2012 kupilo  
podjetje Moleculo, ki se je ukvarjalo s SLR tehnologijami, na podlagi njihove tehnologije je 
razvilo metodo TruSeq. Ta se ponaša z zelo visoko natančnostjo (>99 %), ampak je 
povprečna dolžina sestavljenih dolgih odčitkov le od 3 do 5kb. Bankevich in Pevzner (2016) 
sta ugotovila, da so SLR tehnologije limitirane, ker so lahko nekateri odčitki himerni, to 
predstavlja algoritmom velike težave pri sestavljanju dolgih, a drugače natančnih odčitkov. 
Avtorja sta izrazila mnenje, da so tehnologije SLR najbolj obetajoča pot do natančnega 
rutinskega kliničnega sekvenciranja. 
 
10X Genomics rešitve ponujajo poleg daljše dolžine SLR še druge prednosti pred Illumina 
SLR tehnologijami. Že GemCode, ki je bil prvi produkt podjetja, je omogočal rezanje DNA v 
100.000 vdolbinicah, v primerjavi s 384 vdolbinicami pri Illumini. Novejši Chromium pa 
omogoča razdelitev zaporedja na 1 milijon fragmentov in dodajanje 4 milijonov različnih 
črtnih kod. Povrh vsega potrebuje manj DNA materiala, okoli 1 ng, v primerjavi s 500 ng za 
TruSeq. Narasimhan in sod. (2013) so uporabili 10X Genomics metode v študiji učinkov 
redkih rekombinacij med mejozo pri človeku, katerih rezultat so izbiti geni. Identificirajo 39 
novih lokacij genov pri starših, ki med rekombinacijami vodijo v izbitje gena. Takšne študije 
so mogoče, ker so fragmenti v vsaki kapljici dolgi okoli 100 kb, to pa je v primerjavi s celotno 
sekvenco še zmeraj izredno malo. Verjetnost, da sta dve homologne regije dveh starševskih 
kromosomov v enaki kapljici, je zato zelo majhna. To pomeni, da so skoraj zagotovo v vsaki 
kapljici le fragmenti ene DNA molekule, kar predstavlja lažje sestavljanje diploidnih 
genomov (Mostovoy in sod. 2016). Zheng in sod. (2016) se lotijo določanja zaporedja 
celotnega človeškega genoma, uspešno kartirajo 95 % odčitkov in vsaj enkrat pokrijejo 90 % 
celotnega referenčnega genoma, prisotne vrzeli pa so krajše od 50 kb. 
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6 OPTIČNO KARTIRANJE 
Kljub mnogim nedavnim napredkom na področju tehnologij dolgih odčitkov je sestavljanje 
celotnih, predvsem ponovljivih genomov, še zmeraj zelo težavno. Sestavljanje danes olajšajo 
dolgi odčitki, pred njimi pa so bila ogrodja najpogosteje narejena z BAC in fozmidnimi 
vektorji. Rešitev pa ponujajo tudi metode, ki so sposobne ustvarjati fizične genomske karte.  
 
Primer takšne metode je optično kartiranje. Pri tem se uporabljajo fluorescentni markerji za 
označevanje več kot 100 kb dolgih DNA fragmentov. Nato pa se s pomočjo optičnega branja 
sestavijo optične karte, ki izboljšajo de-novo sestavljanje genomov, ker sestavijo ogrodje na 
katero se lahko poravnajo posekvencirani odčitki. Optične karte so lahko primerjane med 
sabo, rezultati takih primerjav pa nam dajo podatke o velikih strukturnih variacijah.  Hastie in 
sod. (2013) so s pomočjo optičnega kartiranja pri Tauschovi ostiki (Aegilops tauschii) 
identificirali napake v sestavljenem ogrodju ter odpravili in zapolnili vrzeli, velike tudi 85 kb. 
Poročajo tudi, da se je ob združitvi podatkov BAC sekvenciranja in optičnega kartiranja 
odstotek sestavljenosti celotnega genoma iz 75 % zvišal na 95 %. 
 
Optično kartiranje se je prvič pojavilo že v devetdesetih letih prejšnjega stoletja, ampak zaradi 
nizkih zmogljivosti in nenatančnosti ni bilo uporabljeno na večjih genomih. Tehnični 
napredki in delna avtomatizacija procesa pa so naredili optično kartiranje uporabno tudi za 
analize večjih genomov. Danes optično kartiranje ponujata podjetji OpGen in BioNano z 
Argus in Irys sistemi, ki proizvajajo optične karte, povprečnih dolžin okoli 200 kb. IrysView 
sistem omogoča hibridno sestavljanje podatkov iz optičnih kart in sekvenciranja za 
ustvarjanje še bolj natančnih ogrodij in pri tem uporablja Stitch algoritem, ki so ga razvili 
Shelton in sod. (2015). 
 
Xiao in sod. (2015) so s pomočjo optičnih kart sestavili celotno gensko karto Larimichthys 
crocea. Uporabili so približno 10 fluorescentnih markerjev v dolžini 100 kb. Da so dosegli 
takšno gostoto, so uporabili endonukleazo s prepoznavnim mestom GCTCTTC za 
označevanje celotnega genoma. Sestavili so 686 kart, povprečne dolžine 1,7 Mb, to je vodilo 
v končno gensko karto, dolžine 727 Mb, kar sovpada s pričakovano dolžino, ki so jo dobili s 
pretočno citometrijo. 
 
Optično kartiranje se je izkazalo uspešno tudi pri ustvarjanju genske karte visoko 
ponovljivega poliploidnega genoma pšenice, dolžine 17 Gb. Stankova in sod. (2016) so 
izbrali kratko roko kromosoma 7D in združili metode genomskega kartiranja s pretočnim 
sortiranjem kromosomov, da so sestavili de-novo gensko karto kromosoma. Karto so sestavili 
iz 371 sosesk, povprečne dolžine 1.3 Mb, in pri tem odkrili 800 kb dolg odsek tandemskih 
ponovitev, ki jih je z danes poznanimi metodami sekvenciranja DNA skoraj nemogoče 
odkriti. Stankova in sod. (2016) pokažejo, da je optično kartiranje uporabna metoda za 
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ustvarjanje ogrodij kromosomov, predvsem na tistih regijah zaporedij, kjer je rekombinacija 
nizka in odstotek ponovljivih sekvenc visok. 
 
 
7 ZAKLJUČEK 
Tehnologije dolgih odčitkov so bile karakterizirane kot počasne tehnologije, ki generirajo 
veliko napak. Nedavni napredki na tem področju pa prikazujejo drugačno sliko. Tehnologije 
so sedaj sposobne analiz genomov in transkriptomov z veliko natančnostjo. Dolgi odčitki so 
najboljša metoda za spopadanje z visoko ponovljivimi in multiploidnimi genomi. Kažejo 
velik potencial pri sestavljanju genomov – mnoge študije poročajo, da so z njimi bile 
zapolnjene prej nedosegljive vrzeli. Ultra dolgi odčitki pa bodo morda v bližnji prihodnosti 
omogočili sestavljanje celotnih genomov, brez vrzeli. Izjemne dolžine, ki jih dosegajo odčitki, 
omogočajo sekvenco celotnega transkripta v enem branju in tako predstavljajo pomembno 
metodo pri transkriptomskih analizah. 
 
Odstotek napak je še vedno višji kot pri tehnikah sekvenciranja s kratkimi odčitki, ampak se z 
nekaj dodanimi koraki ta občutno zniža. Porast algoritmov za boljše sestavljanje dolgih 
odčitkov in  tehnologije, kot je CCS podjetja PacBio, omogočajo natančnost, ki ne odstopa od 
tiste, ki jo imajo druge NGS tehnologije. Pretoki informacij so sicer nižji kot pri NGS kratkih 
odčitkov in morda ravno zato NGS tehnike zaenkrat ostajajo dominantne na trgu. Rešitve, ki 
jih prinašajo 10X Genomics in optično mapiranje, omogočajo nekatere prednosti dolgih 
odčitkov, brez njihovih pomanjkljivosti. Ravno zaradi dominance NGS tehnik predstavljajo 
le-te velike obete za prihodnost določanja zaporedij DNA.  
 
Tehnologije dolgih odčitkov imajo veliko prednosti, pomanjkljivosti pa se iz dneva v dan 
odpravljajo. V prihodnosti lahko pričakujemo razcvet in prevlado teh tehnologij. To je 
mnenje, ki ga deli tudi gigant na področju sekvenciranja Illumina. Ta je namreč pred kratkim 
za kupnino 1,2 milijarde dolarjev svoji družbi priključila podjetje Pacific Biosciences. 
Prihodnost sekvenciranja je v dolgih odčitkih, bodisi sintetičnih bodisi pravih. Pred petimi leti 
so tehnologije dolgih očitkov obetale ogromno, ampak so imele preveč pomanjkljivosti, da bi 
se lahko postavile po robu NGS tehnologijam. Dandanes pa je večina teh pomanjkljivosti 
odpravljena oz. so rešitve za njih pripravljene. 
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